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〔目　的〕
制癌剤感受性試験の臨床的有用性が評価されてきた今日、実用的方法の開発が望まれている。
3－［4、5－dimethylthiazo1－2－yl］－2、5－diphenyltetrazoliumbromide（MTT）を用いた制癌剤感
受性試験法は、実用性の面で既にある程度の評価を得ているが、混入するfibroblast（線維芽細
胞）によって成績が少なからず影響をうける。今回の研究ではfibroblastの影響を少なくする
ため、agarOSe上で細胞を液体培養し、MTTによって制癌剤の感受性を判定する方法（liquidt
oplayermethod：以下LTL－MTT法と略す）を開発した。
本研究は、LTLMTT法の基礎的ならびに臨床的検討を目的とする。
〔対象および方法〕
無菌的に採取した癌組織を、酵素処理にて単細胞化し、45％の等張Percollで比重遠心分離し
た後、細胞浮遊液とした。あらかじめ96穴マイクロプレート底をagaroseゲルで被覆しておき、
その上に各種制癌剤を加えた培養液、および細胞浮遊液を加えて72時間培養した。その後MTT
を加え、生成したformazanを4時間後に溶解し、その吸光度を測定した。女性性器癌由来樹立
培養細胞株を用いて行った基礎的検討では、同時にHumantumorclonogenicassay（HTCA）
法でも制癌剤効果を測定し、両者の成績を比較した。臨床症例において婦人科悪性腫瘍患者延べ
13例の手術時採取腫瘍細胞についてLTLMTT法を行い、評価可能率および有効薬剤数を検討
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した。
〔結　果〕継代培養fibroblast株および末梢リンパ球をagarose処理マイクロプレートおよ
び非処理マイクロプレートでそれぞれ個別に培養し経時的に細胞活性を測定した。fibroblastで
はagaroseが存在すると吸光度の経日的上昇がほとんど認められなかったが、agarOSeがない場
合には吸光度が上昇し、細胞活性が増加していると考えられた。これに対しリンノ1球ではagarose
の有無によって吸光度の変化に差は見られず、細胞活性に変化はないと推測された。
この成績より、agarOSeはfibroblastの増殖を抑制すると考えられたので、以後の実験では
agaroseを用いたLTL－MTT法によって制癌剤の効果を判定した。まず3種の女性性器癌由来樹
立培養細胞を用い、14種類の薬剤についてLTLMTT法を行い、細胞活性抑制率の判定基準を
30％と50％とした場合の判定可能率について比較した。その結果、30％を抑制率とした場合に
は81％の薬剤が、また50％を抑制率とした場合には槌％の薬剤が判定可能であった。同様に、
薬剤の有効、無効数を比較検討した結果、判定基準を抑制率30％とした方が、50％とした場合
に比べ、有効薬剤数が多く無効薬剤数が少ないという結果が得られた。さらに薬剤感受性をLT
LMTT法とHTCA法で比較検討した結果、両者の一致率は判定基準を30％とした場合63．3％、
50％で57．7％であり、両者は比較的よく相関する事が明らかとなった。13種類の手術時標本に
ついてLTLMTT法を行い、12例についての感受性試験結果が得られ、評価可能率は12／13
（92．3％）と高かった。これら12例の症例のうち、6例の症例では術後の制癌剤投与後に腫瘍の
臨床効果判定が可能であったので、これらの症例についてLTL－MTT法の結果と臨床効果判定
の結果を比較した。その結果有効薬剤を含む多剤併用化学療法を行った症例の奏功率は60％で、
感受性試験の結果と薬剤奏功率に一定の相関関係が見られた。
〔考　察〕
MTT法は簡便で一度に多数の薬剤を検討でき、評価可能率が高いという利点を持つため実用
的な制癌剤感受性試験法に適した方法であるが、通常は液体培地のみで培養されている。このよ
うなMTT法では、混在してくるfibroblastが制癌剤の作用を受けにくいため、偽陰性となる場
合が多い。このような影響を防ぐ目的で、2層軟寒天培養（doubleagar）を用いる方法なども
報告されているが、著者は吸光度の測定をできるだけ障害しない方法として、agarOSeゲルを下
層のみにし、その上層の液体培地中で培養するLTLMTT法を開発した。HTCA法では寒天を
用いたliquidtoplayer法が既に報告されているが、MTT法では初めての試みである。基礎的
検討によりLTL－MTT法では、fibroblastの細胞代謝活性が抑制される事を確認した。したがっ
てLTL－MTT法は寒天を用いないMTT法と比較して、fibroblastの影響が少なく、偽陰性の発
生率を少なくすることができた。Invitro制癌剤感受性試験法では偽陽性の発生率が高いが、逆
に偽陰性をできるだけ少なくする事により無効と判定された結果の信頼性を高くできる。よって、
本法では陽性とする判定基準を抑制率30％以上とする方が、同50％とするより有効であること
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が明かであった。また少数ではあるが臨床症例を用いた検討でも、本法の結果と薬剤奏功率に一
定の相関関係が見られたので、本法は臨床でも応用可能な方法であることが明かとなった。
［結論］マイクロプレート底をagaroseで被覆し、その中で臨床材料から得た腫瘍細胞を培養
すると、混在するfibroblastの細胞活性のみが強く抑制される。そのような条件で制癌剤感受
性試験MTT法を行うと偽陰性が少なくなり、良好な成績が得られた。本法は、臨床の場におい
て制癌剤を選択するための根拠として応用できる有効な制癌剤感受性試験法と考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、3－［4、5－dimethylthiazo1－2－yl］－2、5－d－phenyltetrazoliumbromide（MTT）を用
いた制癌剤感受性試験法において、1iquidtopagaroselayer法を始めて応用し、癌細胞浮遊液
中に不可避的に混入する間質Hbroblastの影響を最小限にとどめ、腫瘍細胞に対する制癌剤の
感受性を正確に判定する事ができる簡便で臨床応用可能な制癌剤感受性試験法についての基礎的、
ならびに臨床的検討である。
方法はマイクロプレート底を0．5％agarose層で被覆し、その上層に各種制癌剤を含んだ細胞
浮遊液をおき、3日間の培養後、MTT試薬を用いて吸光度の変化により細胞活性を測定するも
のである。まず継代培養株を用いた検討では、agarOSe層の存在によりfibroblastの細胞活性が
有意に抑制されることが判明した。またHumantumorclonogenicassay（HTCA）法との比較
において、一致率が63．3％、偽陰性率が6．7％という結果が得られたと同時に、本法における
薬剤効果の判定基準を細胞活性抑制率30％以上で行うことが、判定結果の偽陰性を非常に少な
くする事がわかった。臨床的検討において、12例の患者から得られた癌組織を用い液体培養法
を検討したところ、92．3％という高い評価可能率が得られ、制癌剤受性試験法と臨床効果判定
の結果の間に一定の相関関係がみられた。以上の所見は、本法が癌細胞に対する制癌剤の感受性
を特異的に判定することが可能な試験法であり、個々の患者における個別の化学療法剤の適切な
選択運用を可能にするものであることを示す。本研究は産科学婦人科学領域を越えて、癌の化学
療法に大きく貢献するものであり、博士（医学）の学位を授与するに値するものであると認めら
れる。
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